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Résumé 
L'induction et le maintien de la tolérance des lymphocytes T spécifiques à 
l'antigène au niveau périphérique sont essentiels à la prévention des maladies auto-
immunes. Dans le cas diabète de type I (DTl ), le bris de cette tolérance résulte en une 
réponse autoimmune complexe dirigée contre les cellules p du pancréas. Cette réponse 
implique les lymphocytes T CD4+ et CDS+ ainsi que les cellules dendritiques (CD) et 
les macrophages. Les souris NOD développent spontanément le DTl de façon 
similaire à la maladie chez l'homme, ce qui en fait un excellent modèle pour étudier 
cette pathologie. Chez ces souris, l'inflammation des l'îlots (insulite) apparaît aux 
environs de 2 à 3 semaines après la naissance, et les symptômes cliniques de la 
maladie se déclarent entre 15 et 20 semaines. Chez la souris NOD, les macrophages et 
les CD infiltrent les îlots du pancréas avant l'arrivée des lymphocytes T autoréactifs. 
In vivo, les CD proviennent de précurseurs hématopoïétiques qui ont été stimulés avec 
le granulocyte macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF). Les CD 
nouvellement différenciées ont un phénotype immature caractérisé par une faible 
expression du CMH II et des molécules de costimulation CDSO, CDS6 et CD40 ainsi 
que par leur faible capacité d'activation des lymphocytes T permettant l'induction de 
la tolérance périphérique. 
Basé sur le fait que le GM-CSF permet la génération de CD immatures et que 
celles-ci sont impliquées dans le maintien de la tolérance périphérique, nous avons 
étudié l'impact de la modulation in vivo des CD par le GM-CSF sur l'évolution de 
l'inflammation de l'îlot et la destruction des cellules P chez la souris NOD. Dans cette 
étude, nous avons démontré que l'administration du GM-CSF à des souris NOD induit 
une diminution de l'inflammation des îlots et une protection contre le DTl. Des 
analyses fonctionnelles ont révélé que le traitement au GM-CSF n'affecte en rien la 
capacité d'activation des lymphocytes T CD4+ et CDS+ par rapport aux souris témoins. 
Les CD des souris traitées au GM-CSF possèdent un phénotype immature et ce même 
après leur stimulation au LPS. De plus, elles ont une faible capacité à stimuler un 
clone T CDS+ diabétogène, comparativement aux CD des souris témoins. Finalement, 
le traitement au GM-CSF semble diriger les lymphocytes T CD4+ vers un phénotype 
Th2 et induit une augmentation des lymphocytes T CD4+CD25+ régulateurs au niveau 
des ganglions périphériques et de la rate. 
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1. Introduction 
Le diabète affecte environ 5% de la population et l'incidence de cette maladie 
est en progression dans les pays développés (Rosmalen 2000). Le diabète de type 1 
(DTl) ou insulinodépendant est une maladie auto-immune causée par une déficience 
en production d'insuline alors que le diabète de type II (non insulino-dépendant) est 
caractérisé par une résistance à l'insuline. Le développement du DTl est le résultat 
d'une destruction spécifique des cellules ~ du pancréas productrices de l'insuline par 
les cellules du système immunitaire (Dilts et coll. 1999). L'élévation de la glycémie et 
les symptômes cliniques du DTl tels que l'augmentation du volume des urines, la soif 
intense, la présence de corps cétoniques et l'amaigrissement surviennent lorsque 90% 
des cellules ~ du pancréas sont détruites (Solomon et coll. 2004, Rosmalen et coll. 
2000). 
1.1. Historique de la maladie 
La première évidence indirecte de l'existence du DTl chez l'homme date de 
l'antiquité. Les égyptiens ont été les premiers à remarquer que l'urine sucrée des 
malades diabétiques attirait les abeilles. La nature pancréatique de la maladie est 
restée énigmatique jusqu'à ce qu'en 1889, des chercheurs remarquent que l'urine 
sucrée des chiens sans pancréas attire les mouches. C'est seulement en 1921, suite à la 
découverte de l'insuline et de ses fonctions par Frederick G. Banting, John J. R. 
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Macleod et Charles Best qu'il a été établi de façon claire que le DTl est causé par une 
déficience des cellules~ du pancréas à produire de l'insuline. 
1.2. Modèles du DT1 
L'étude du DTl est facilitée par l'existence de plusieurs modèles animaux. Il 
existe des modèles spontanés et des modèles expérimentaux induits par différents 
types d'interventions. 
1.2.1. Modèles spontanés 
Deux modèles spontanés de DTl sont généralement utilisés: la souris NOD 
(non-obese diabetic) qui a été découverte au Japon à la fin des années 70 et le rat BB 
(biobred) initialement développé au Canada au début des années 70 (Polychronakos 
2004, Salomon et coll. 2004, Serreze et coll. 1994) Dans ces deux modèles, le DTl se 
développe spontanément de façon similaire au DTl chez l'homme (Delovitch et coll. 
1997, Serreze et coll. 1994) (Tableau 1). Chez les souris NOD le diabète apparaît entre 
l'âge de 4 à 6 mois, avec une incidence plus élevée chez les femelles (80-90%) que 
chez les mâles (20-40%). Le diabète clinique est précédé d'une infiltration des îlots 
pancréatiques par des cellules mononuclées, un phénomène connu sous le nom 
d'insulite. L'insulite débute entre 3 et 4 semaines après la naissance, et ce chez les 
deux sexes. Les rats BB qu'en à eux développent le diabète dès 4 mois. Par contre, 
ceux-ci présentent une lymphopénie dès leur jeune âge et l'incidence est la même pour 
les deux sexes (Rosmalen et coll. 2000). 
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Les différences entre les principaux modèles de DTl sont décrites dans le 
Tableau 1. Plusieurs autres modèles de diabète ont été développés au cours des 
dernières années, incluant des modèles de souris NOD transgéniques ou déficientes en 
certains gènes (Anderson et coll. 2005). Ceux-ci seront discutés tout au long de ce 
mémoire. 
Tableau 1. Caractéristiques des principaux modèles ammaux de diabète spontané 




1-A g? requis, mais pas 
suffisant pour le 
déclenchement du DTl 
RatBB 
RTlu requis, mais pas 
suffisant pour le 
déclenchement du 
DTl 
Incidence 80-90% chez les femelles, 50-90% 
20-60% chez les mâles 
Distribution selon Femelles > mâles Femelles =mâles 
le sexe 




Durée de l'insulite longue 
Présence ± 
d'autoanticorps 








Dans tous les cas 







Dans tous les cas 
Homme 
Plusieurs haplotypes sont 
associées au DTl, mais 
aucun d'entre eux n'est 
requis ou suffisant pour le 
déclenchement du DTl 
0,1 à 0,4% 
Femelles= mâles 
Tout au long de la vie 
non 





1.2.2. Modèles expérimentaux 
De nombreux modèles de diabète induits ont été décrits. Dans ces modèles, la 
destruction des cellules ~est provoquée par l'administration d'une forte dose d'agents 
sélectivement toxiques pour les cellules ~ tels que l'alloxane ou la streptozotocine 
(Rees et coll. 2005). Par exemple, l'utilisation de la streptozotocine à faibles doses 
semble provoquer une réponse immune dirigée contre des cellules ~ de l'îlot ce qui 
cause le DTl (Eisenbarth et coll. 1996). Les détails moléculaires du mode d'action de 
cet agent ne sont pas encore complètement élucidés, mais il a été suggéré que la 
streptozotocine pourrait augmenter l'expression de surface des molécules du CMH de 
classe II sur les cellules ~ du pancréas (Cockfield et coll. (1989). 
1.3. Contribution de facteurs génétiques et 
environnementaux à l'étiologie du DT1 
Le DTl est une maladie à étiologie multiple. La susceptibilité au DTl est 
influencée par des facteurs génétiques et environnementaux (Redonde et coll. 2001, 
Dahlquist et coll. 1999, Knip et coll. 1999). 
1.3.1. Facteurs génétiques 
La susceptibilité et la résistance au DTl sont dues à la présence de formes 
alléliques protectrices ou au contraire diabétogènes de certains gènes. Plusieurs gènes 
de susceptibilité au DTl ont été identifiés, dont un grand nombre ont une forte 
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association pour le complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) localisé sur le 
chromosome 6 chez l'homme et sur le chromosome 17 chez la souris NOD (Solomon 
et coll. 2004, Redondo et coll. 2001, Boitard et coll. 1988, Rotter et coll. 1986). 
Chez l'homme, il existe une prédispostion génétique au DTl liée à certains 
gènes du système HLA situés sur le bras court du chromosome 6. Ainsi, certains 
allèles portés par les haplotypes HLA DR3+ et DR4+ sont des facteurs déterminants de 
la susceptibilité ou de la résistance à la maladie au niveau du locus HLA-DQ.Bl 
(Kelly et coll. 2003). Les allèles DQ.Bl codant pour les acides aminés sérine, alanine 
ou valine en position 57 sont associés à la susceptibilité au diabète, alors que les 
allèles DQ.Bl qui inclut la séquence codant pour l'acide aminé asparagine en position 
57 sont associés avec la résistance au DTl (Hom et coll. 1988, Todd et coll. 1987). De 
plus, il a été rapporté que certains allèles de gènes non liés au HLA sont également 
importants pour la susceptibilité au DTl chez l'homme. Parmi ceux-ci on retrouve les 
allèles IDDM2 (polymorphisme au niveau du promoteur du gène codant pour 
l'insuline), IDDM12 (polymorphisme au niveau de la région codante pour l'acide 
aminé en position 49 de la structure du CTLA-4) et IDDMl 8 (polymorphisme dans la 
région 3'UTR du gène codant pour l'IL-12) (Graham et coll. 2002, Kelly et coll. 2002, 
Morahan et coll. 2002). 
Chez la souris NOD, la susceptibilité au diabète est aussi liée à certains gènes 
du CMH de classe II. Deux régions sont particulièrement importantes pour la 
susceptibilité au DTl (Miyazaki et coll. 1992, Bohme et coll. 1990, Lund et coll. 1990, 
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Acha-Orbea et coll. 1987). La région de susceptibilité idd3 qui comprend le gène qui 
code pour la molécule I-Ag7 du CMH II, lequel est l'équivalent de la molécule DQ.Bl 
chez l'homme et la région idd13 comprenant le gène qui code pour la molécule ~2Mb 
(~2-microglobuline) Outre les régions de susceptibilité sur les gènes codant pour le 
CMH, il existe au moins 2 régions diabétogènes iddlO et iddl 7 qui sont localisées sur 
le chromosome 3 (Podolin et coll. 1997, Wicker et coll. 1995). 
1.3.2. Facteurs environnementaux 
Suite à diverses études épidémiologiques, plusieurs agents environnementaux 
pouvant contribuer à la susceptibilité de développement du DTl ont été identifiés. 
Parmi ces facteurs, il y a les infections virales (ex: rubéole, coxsackie), l'alimentation, 
le stress et certaines toxines (ex: bafilomycine Al) (Kelly et coll. 2002, Varela-
Calvino et coll. 2002, Ou et coll. 2000). Jusqu'à présent, aucune étude n'a pu 
déterminer de façon directe qu'un de ces agents était responsable du déclenchement du 
DTl, principalement à cause de leur hétérogénéité (Kelly et coll. 2002). Il a donc été 
proposé qu'une combinaison de ces facteurs environnementaux puisse influencer le 
risque de développement du DTl chez les individus ayant une prédisposition 
génétique à la maladie (Wasmuth et coll. 2000, Dahlquist et coll. 1999). 
Le DTl étant une maladie autoimmmune complexe, les prochains chapitres 
seront consacrés à l'explication de l'implication du système immunitaire dans la 
pathologie. 
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1.4. Implication du système immunitaire 
Le premier symptôme de la pathologie chez l'homme et la souris NOD est 
l'accumulation de leukocytes en périphérie des îlots de Langerhans (Jansen et coll. 
1994). Chez la souris NOD, cette inflammation précoce (appelée péri-insulite) 
apparaît à 2 ou 3 semaines après la naissance et précède les premiers symptômes 
cliniques de la maladie (Fujino-Kurihara et al 1985). Des marquages 
immunohistochimiques spécifiques aux macrophages et aux cellules dendritiques (CD) 
(CDllc+, ER-MP23+ et MOMA-1+) ont révélé que ces cellules sont les premières à 
infiltrer les îlots (Rosmalen et coll. 2000, Dahlen et coll. 1998, Jansen et coll. 1994). 
Ces événements initiaux sont suivis d'un recrutement massif de lymphocytes T CD4+ 
et CD8+ et de lymphocytes B (Jansen et coll. 1994) jusqu'à l'âge de 10 à 12 semaine 
(Miyazaki et coll. 1985, Jansen et coll. 1994). Cette période est décrite comme un 
stade d'autoimmunité bénigne, car l'inflammation causée par les cellules infiltrantes 
n'est pas destructive pour les cellules ~ (Dilts et coll. 1999, Andre et coll. 1996). 
Ultérieurement, l'accumulation massive des leukocytes provoque une insulite 
destructive pour les cellules ~ (Dilts et coll. 1999, Andre et coll. 1996) (Fig. 1). La 
composition de l'infiltrat inflammatoire suggère un rôle des lymphocytes T et des 
CPA (lymphocytes B, macrophages et CD) dans la progression de la pathogénie du 
DTl. 
8 
A) îlot sain 
Infiltration massive 
du pancréas (insufüe) 
A) îlot înfiJitré 
Figure 1. Histologie de l'îlot du pancréas chez la souris NOD. A) Chez une souris 
NOD pré diabétique. B) Chez une souris NOD diabétique (coloration hématoxyline -
eosine). 
1.4.1. Rôle des lymphocytes T 
Il est bien établi que les lymphocytes T CD4+ et CD8+ jouent un rôle important 
dans l'initiation et la progression du DTl. Par exemple, le traitement des souris NOD 
pré-diabétique au moyen d'anticorps anti-CD3 ou par des anticorps anti-TCR 
(provoquant l'élimination des lymphocytes T) protège contre le DTl (Sempe et coll. 
1991, Hayward et coll. 1989). De plus, l'induction du DTl peut se faire chez les souris 
NOD.SCID immunodéficientes ou NOD irradiées, par le transfert de clones T CD4+ et 
T CD8+ hautement diabétogènes isolés de souris NOD diabétiques (Y agi et coll. 1992, 
Thivolet et coll. 1991, Bendelac et coll. 1987). Par contre, ces transferts n'induisent 
pas le DTl dans tous les cas. De fait, des études ont montré que le transfert de certains 
clones T CD4+ diabétogènes purifiés chez des souris NOD.SCID ou NOD irradiées, 
mène à une infiltration massive des cellules ~ sans pour autant induire le diabète 
(Christianson et coll. 1993, Thivolet et coll. 1991 ). 
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Finalement, des colorations immunohistochimiques des pancréas de souns 
NOD pré-diabétiques, préalablement injectées avec des splénocytes de souris NOD 
diabétiques, ont montré que les premiers lymphocytes T infiltrants l'îlot sont les 
lymphocytes T CD4+, suivis des lymphocytes T CD8+ (Yagi et coll. 1992, Bedossa et 
coll. 1989). Ces observations suggèrent que les lymphocytes T CD4+ sont essentiels au 
recrutement des lymphocytes T CD8+ et que les principaux effecteurs de la destruction 
de la cellule ~ sont les lymphocytes T CD8+ (Solomon et coll. 2004, Rosmalen et coll. 
2000). 
1.4.1.1. Évidence de l'implication des lymphocytes T CD4+ 
Des expériences ont montré chez les souris NOD pré-diabétiques que la 
déplétion des lymphocytes T CD4+ (avec des anticorps dirigés contre la molécule CD4) 
protège contre la maladie (Shizuru et coll. 1993). De façon similaire, les souris NOD 
ayant une délétion du gène CIIT A (codant pour la protéine CIIT A nécessaire à 
l'expression des gènes du CMH II) et qui sont dépourvues de lymphocytes T CD4+ 
périphériques ne développent pas le DTl (Mora et coll. 1999, Shizuru et coll. 1993). 
Des travaux additionnels ont permis de mieux comprendre l'implication des 
lymphocytes T CD4+ dans le développement du diabète. Ces travaux ont fait appel à 
l'utilisation de plusieurs modèles de souris transgéniques ayant un TCR spécifique à 
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certains clones T CD4+ hautement diabétogènes (NOD-BDC2.5, NOD-4.1, NOD-
BDC6.9) qui développent un diabète accéléré (Haskins 2004, Verdaguer et coll. 1997). 
1.4.1.2. Évidence de l'implication des lymphocytes T CDS+. 
En plus des lymphocytes T CD4+, les lymphocytes T CD8+ font partie des 
premiers lymphocytes qui infiltrent les îlots du pancréas de la souris NOD. Ils sont 
également présents dans la phase finale de l'insulite (Verdaguer et coll. 1996, Wong et 
coll. 1996). Plusieurs autres travaux ont confirmé l'importance des lymphocytes T 
CD8+ dans la pathologie. Premièrement, les souris NOD déficientes en P2-
microglobuline (NOD.P2-M-1-), qm n'expriment pas le complexe majeur 
d'histocompatibilité de classe I, ne développent pas d'insulite ni de DTl (Serreze et 
coll. 1997, 1994). De façon similaire, la déplétion des lymphocytes T CD8+ par 
injection d'anticorps anti-CD8 neutralisants à des souris NOD pré-diabétiques 
empêche l'inflammation de l'îlot et protège contre la maladie (Wang et coll. 1996). 
Finalement, les lymphocytes T CD8+ purifiés de souris NOD diabétiques peuvent 
transférer le diabète à des souris NOD.SCID (Wong et coll. 1996, Nagata et coll. 
1994). 
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1.4.2. Mécanismes de destruction de la cellule f3 de l'îlot de 
Langerhans 
1.4.2.1. Rôle des lymphocytes T 
Des expériences de transfert du diabète à l'aide de clones T CD4+ spécifiques 
aux cellules P ont montré que les lymphocytes T CD4+ peuvent tuer les cellules p in 
vivo. Cette destruction se fait par la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires au 
sein de l'îlot (TNF-a, IFN-y, l'IL-1) (Peterson et coll. 1998). Des études 
complémentaires ont permis de mettre en évidence le fait que les clones T CD4+ 
diabétogènes tuent aussi les cellules p par la voie du récepteur au TNFa (Pakala et coll. 
1999) et par la voie Fas-FasL (Amrani et coll. 2000), le récepteur Fas étant induit sur 
la cellule p par l'IL-1 et le TNFa (Savinov et coll. 2003, Chervonsky et coll. 1997, 
Yamada et coll. 1996). De plus, les souris NOD.RAG-T1- ou NOD.SCID transgéniques 
ayant un TCR hautement diabétogène restreint au CMH II (I-A87) exprimé sur les 
lymphocytes T CD4+, développent le diabète malgré l'absence de lymphocytes T 
CD8+ (Verdaguer et coll. 1997, Kurrer et coll. 1997). Ces études établissent ainsi que 
les lymphocytes T CD4+ diabétogènes détruisent les cellules p lorsqu'ils sont présents 
en grande quantité (Kurrer et coll. 1997, Verdaguer et coll. 1997). 
Plusieurs groupes ont montré que la destruction des cellules p implique aussi 
les lymphocytes T CD8+. Plus particulièrement, les études réalisées avec un modèle de 
souris NOD exprimant sur les lymphocytes T CD8+ un TCR hautement diabétogène 
(8.3-NOD) (Yang et coll. 2004, DiLorenzo et coll. 1998, Verdaguer et coll. 1996) 
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spécifique à un épitope de l'autoantigène IGRP (islet-specific glucose-6-phosphatase). 
(Lieberman et coll. 2003). Les souris 8.3-NOD possèdent au niveau des îlots un grand 
nombre de lymphocytes T CD8+ autoréactifs et développent un diabète accéléré 
(Verdaguer et coll. 1996). Les mécanismes majeurs de destruction des cellules p par 
les lymphocytes T CD8+ impliquent la voie de la perforine-granzyme et celle du Fas-
FasL. En effet, malgré la présence d'une insulite importante, les cellules p de l'îlot ne 
sont pas détruites et l'incidence du DTl est réduite chez les souris NOD.P0-1-
déficientes en perforine (Kagi et coll. 1997). Par la suite, Am.rani et coll. (1999) ont 
démontré grâce à la génération de souris 8.3-NOD.Po-1- que certains clones T CD8+ 
autoréactifs utilisent exclusivement la voie Fas-FasL pour tuer les cellules p et que 
celle-ci est importante pour l'apoptose initiale des cellules p. Finalement, les souris 
NOD déficientes en Fas exclusivement au niveau des cellules P ont une incidence du 
diabète réduite confirmant ainsi l'importance de la voie Fas-FasL dans la destruction 
des cellules P (Savinov et coll. 2003). 
1.4.2.2. Rôle des médiateurs pro-inflammatoires 
Malgré l'importance des lymphocytes T CD4+ et CD8+ dans le mécanisme de 
destruction des cellules p, il est important de noter que cette destruction n'est pas due 
exclusivement aux interactions directes entre les lymphocytes T et les cellules p. En 
effet, la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires, tel que le TNFa, l'IL-1 et l'oxyde 
nitrique (NO) par les lymphocytes T et les macrophages sont des voies importantes 
qui médient la destruction des cellules P (Rabinovitch et coll. 1998, Mandrup-Poulsen 
et coll. 1990). 
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Plusieurs études ont démontré qu'il y a une augmentation soutenue de 
l'expression des gènes du TNFa au cours de l'inflammation de l'îlot (Held et coll. 
1990, Mueller et coll. 1995). Les lymphocytes T CD4+, les macrophages et les CD 
participent à cette production constante de TNFa aux stades précoce et tardif de 
l'insulite (Dahlen et coll. 1998, Toyada et coll. 1994). Yang et coll. (1994) ont décrit 
le rôle majeur du TNFa dans l'initiation du Dîl. En effet, ces auteurs ont montré 
qu'un traitement des souris NOD avec le TNFa accélère le Dîl et que toutes des 
souris traitées deviennent diabétiques. De plus, lorsque que les souris NOD sont 
traitées par injection i.p. d'un anticorps anti-TNFa, il y a une protection complète 
contre le Dîl (Yang et coll. 1994). Par la suite, Pakala et coll. (1999) ont généré des 
souris NOD déficientes pour le récepteur au TNFa (NOD.SCID.TNFaK1-) et ont 
montré que ces dernières sont protégées contre le Dîl après le transfert du clone T 
CD4+ BDC2.5 diabétogène. Cette protection s'explique par le fait que ce clone est 
incapable de provoquer l'inflammation initiale de l'îlot, puisque les cellules de l'îlot 
de la souris NOD.SCID. TNF-aK1- sont insensibles à l'apoptose induite par le TNFa 
(Pakala et coll. 1999). Des travaux récents ont démontré in vitro que le TNFa agit en 
synergie avec l'IFNy pour favoriser l'induction de l'apoptose des cellules ~ (Lee et 
coll. 2004). 
Tel qu'observé dans le cas du TNFa, la production d'IFNy augmente avec la 
progression de l'insulite bénigne vers une insulite destructive (Suarez-Pinzon et coll. 
1996). Cette production accrue d'IFNy localisée dans l'îlot est assurée essentiellement 
14 
par les lymphocytes T CD4+ et CD8+ (Fox et coll. 1998, Suarez-Pinzon et coll. 1996, 
Anderson et coll. 1993). Cependant, la contribution de l'IFNy à la progression du DTl 
semble secondaire, tel que montré par les études réalisées chez le modèle de souris 
NOD déficientes en IFNy (NOD.JFNi1-). Chez ces souris, l'apparition du DTl est 
retardée, par rapport au souris contrôles (Hultgren et coll. 1996). L'ensemble de ces 
résultats suggère que l'IFNy contribue indirectement à la destruction des cellules p, 
soit en accélérant l'activation des lymphocytes T effecteurs (Hultgren et coll. 1996) ou 
en augmentant l'apoptose des cellules p médiée par le TNFa (Lee et coll. 2004). 
D'autres études ont montré une augmentation progressive de l'ARNm de l'IL-
la et IL-lP dans les îlots des souris NOD pré-diabétiques jusqu'à l'apparition du 
diabète (Rabinovitch et coll. 1996, Anderson et coll. 1993). L'augmentation de l'IL-la 
chez la souris NOD corrèle avec un accroissement de l'expression des niveaux 
d' ARNm de l'oxyde nitrique synthétase (iNOS) et de radicaux libres NO (Rabinovitch 
et coll. 1996). Finalement, le traitement des souris NOD avec l'IL-lP induit au niveau 
du pancréas une augmentation marquée de l'expression de iNOS par les macrophages 
activés et les cellules p (Reddy et coll. 1997). La production soutenue de radicaux 
libres NO par iNOS induit est cytotoxique pour les cellules p. 
1.4.3. Implication des cellules présentatrices d'antigènes 
Plusieurs observations indiquent que les cellules présentatrices d'antigènes 
(lymphocytes B, macrophages et CD) jouent un rôle majeur dans le développement du 
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DTl chez la souris NOD. Il a été rapporté que les CD et de macrophages précèdent 
l'arrivée des lymphocytes T dans les îlots (Jansen et coll. 1994). L'accumulation de 
ces deux CPA est également observée chez la souris NOD.SCID (Dahlen et coll. 
1998). Les lymphocytes B quant à eux infiltrent les îlots plus tardivement chez la 
souris NOD (Signore A et coll. 1989, Miyazaki A et coll. 1985). 
1.4.3.1. Les lymphocytes B 
Dans les stages tardifs de l'insulite, les lymphocytes B représentent 30% des 
cellules infiltrantes et sont localisés en périphérie de l'îlot (Rosmalen et coll. 2000, 
Signore et coll. 1989). La génération de souris NOD déficientes en lymphocytes B 
(NOD.Igµ_1_) a permis de mettre en évidence l'implication des lymphocytes B dans le 
DTl. Chez ces souris, la péri-insulite est absente mais peut être reconstituée par le 
transfert de lymphocytes B de souris NOD (Akashi et coll.1997). Finalement, Serreze 
et coll. (1998) ont montré que le rôle des lymphocytes B dans le développement DTl 
est essentiellement de présenter les autoantigènes aux lymphocytes T autoréactifs. 
Ceci a été confirmé par Noorchashm et coll. (1999) qui ont montré que les souris 
NOD ayant des lymphocytes B déficients en CMH de classe II ne développent pas le 
DTl, car ceux-ci ne présentent pas les autoantigènes. Certes, il a été observé que les 
lymphocytes B produisaient des autoanticorps (ex: anti-acide glutamique 
décarboxylase), mais ceux-ci ne sont pas néfastes pour les cellules~· 
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1.4.3.2. Les macrophages 
Lee et coll. (1988) ont montré que l'infiltration précoce des îlots est absente 
chez la souris NOD lorsqu'on inactive les macrophages par un traitement intra-
péritonéal à la silice (la silice étant sélectivement toxique pour les macrophages). De 
façon similaire, Jun et coll. (1999) ont rapporté que la déplétion des macrophages chez 
la souris NOD empêche la différentiation des lymphocytes T naïfs en cellules T 
cytotoxiques spécifiques aux cellules p. La présence hâtive des macrophages à la 
périphérie de l'îlot favorise un micro-environnement propice à la différentiation des 
lymphocytes T en cellules cytotoxiques spécifiques aux cellules p (Jun et coll. 1999). 
1.4.3.3. Les cellules dendritiques 
Étant donné l'importance des CD dans ces travaux nous avons préféré consacrer 
une section spéciale (1.4.4) pour la description de ce type cellulaire. 
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1.4.4. La cellule dendritique (CD) 
Les CD sont la pierre angulaire de l'évolution de la réponse immune. Ces CP A 
professionnelles semblent jouer un rôle critique dans l'autoimmunité en général et 
spécialement dans le DTl. La prochaine partie de ce mémoire sera consacrée à la 
description de ce type cellulaire ainsi qu'à son implication au niveau du diabète 
autoimmun. 
1.4.4.1. Origine de la cellule dendritique 
En 1973, Steinman et Cohn ont rapporté l'observation originale décrivant que 
parmi les cellules spléniques de souris, une population de cellules adhérentes possède 
une morphologie bien particulière, soi des pseudopodes de longueurs variables. Les 
auteurs ont alors introduit la terminologie cellules dendritiques (Fig. 2) (Steinman et 
coll. 1973, Steinman 1978). La particularité des CD, mise à part leur morphologie, est 
leur capacité de passer d'un stade de sentinelle immature à un stade de cellule 
immunostimulatrice mature capable de présenter des antigènes et d'activer les 
lymphocytes T. Ce phénomène est appelé maturation (Fig. 3) (Steinman 2003). 
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Figure 2. Morphologie des cellules dendritiques. a, CD de l'épiderme révélées par un 
anticorps anti-CMH II fluorescent; b, Marquage sur lamelle de type cytospins pour le 
CMH II de surface; c, CD vue en microscopie électronique; d, Culture de CD vues par 
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Figure 3. Étapes de maturation des CD. En présence de cytokines inflammatoires, de 
produits microbiens ou de lymphocytes T activés, les CD amorcent un processus de 
maturation: elles évoluent d'un mode sentinelles «capture d'antigènes» à un mode 
immunostimulatrices «activation des lymphocytes T». Les changements 
phénotypiques et fonctionnels associés à la maturation sont associés à leur migration 
dans les zones propres aux cellules T (paracortex) au niveau des organes lymphatiques 
périphériques (adapté de Fundamental Immunology, 5ième édition, 2003). 
La diversité phénotypique des CD chez l'homme et la souris est résumée dans 
le Tableau 2. Les CD ont comme origine les cellules souches hématopoïétiques. Ces 
dernières se différencient en progéniteurs myéloïdes communs (PMC) (CD8a-
et en pro géniteurs lymphoïdes communs (PLC) 
(CD8a+CD11c+Cdllb+1-) dans la moelle osseuse (Ardavin et coll. 2001, Liu et coll. 
2001). Les PMC donnent naissance aux CD interstitielles et aux cellules de 
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Langerhans, lorsqu'elles migrent vers les tissus lymphoïdes ou épithéliaux (Bendriss-
Vermare et coll. 2001). Les PMC peuvent aussi donner naissance à deux autres types 
de précurseurs des CD, les monocytes et les cellules plasmacytoïdes, qui jouent un 
rôle important dans la réponse immune innée et adaptative (Manz et coll. 2001). Les 
PMC et les PLC se différencient en CD et maturent en réponse à différents stimuli 
inflammatoires tel que des produits microbiens ou viraux (LPS, ARN double brin) et 
des cytokines inflammatoires IL-1~, IL-6, TNFa et IFNa (Liu et coll. 2001). 
1.4.4.2. Les cellules dendritiques; cellules sentinelles du système 
immunitaire 
Les CD possèdent les caractéristiques nécessaires pour permettre l'induction 
de la réponse immune adaptative de manière efficace. Effectivement, la porte d'entrée 
des pathogènes est souvent au niveau des tissus périphériques, endroit où l'on ne 
retrouve pas les lymphocytes B et T spécifiques à l'antigène (Steinman 2003). La 
majorité (98%) des lymphocytes B et T sont localisés dans les organes lymphoïdes 
secondaires, site de leur activation (Zinkemagel et coll. 1997). Les CD font le lien 
entre l'entrée du pathogène et l'activation des lymphocytes. Elles patrouillent les 
différents tissus, en agissant en tant que sentinelles. Lorsqu'elles rencontrent un 
antigène exogène, elles le phagocytent et migrent au niveau de l'organe lymphoïde 
secondaire le plus proche tout en entamant un processus de maturation. Dans les 
ganglions, les CD présentent les antigènes aux lymphocytes T et B, les activent et 
permet leur différenciation en cellules effectrices (Ardavin 2003, Banchereau et 
Steinman 1998). 
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Tableau 2. Lignées des cellules dendritiques et leur phénotype chez la souns et 
l'homme 
...... NU ', -~~~ >~ " ,~_, """ UUUUU "UUU'U U~UMU~ "NO ~NN•N~h ··---- , "'=~~,. '"=" ~ ~ .. 
Charactéristiques Souris Homme 
: Phénotype commun CMH classes 1 et 1110wlhigh, CMH classes 1 et 1110w/high , 
CD80low/high CDS6low/high CD80low/high CDS61ow/high ' ' ' ' 
1 
CD401ow/high CD401ow/high 
Cellules de CDllc+, granules de Birbeck CDllc+, CDllb+, CD13+, 
Langerhans +E dh' +L ·+ , -ca ennes , angenne , CD33+, CD4+, CDla+, 
DEC205+, CDllb+, CD4+ granules de Birbeck +, 
(sous-type), CD8a-, 33Dl- Langerin +, DC-LAMP+, 
(sous-type) IL-3R+I- ! : 
CDl lc+, granules de Birbeck CDllc+, CDllb+, CD13+, Cellules dendritiques 
interstitielles -, E-cadhérines-, Langerine-, CD33+, CD4+, CDla-, 
DEC205+ (sous-type), 
I• . granule de Birbeck -, DC-: 
CDl lb+ (sous-type), CD8a+ LAMP+ IL-3R ' 
: (sous-type) 
. Cellules dendritiques 
· dérivées des 
monocytes 
Productrices de c + + c + + b+ c + i Dl lc , CD54 , DE -205 , CDllc, CDll , Dl , 
cytokines in vitro CD4+ CD13+, CD33+, CD44+, 1 
ICAM-1+, CD14- : 
Migration CD14-, CD32-, CD64-, 
transendothéliale in CDl lb-, CD83+1-, CDla- . 
vitro 
Migration CD11c10w, MIDC8+, 2Al +, ! 
transendothéliale in DEC-205+ (sous population), 
vivo B220-, CD8a-
i 
· Cellules dendritiques CD11c10w, CD8a+ (fraction), CDl lc-, IL-3R+, CDl lb-, 
: plasmacytoïdes CDl lb-, Ly6C/Grl +, B220+, CD4+, CDla-, CD13-, 
. CD54+ DEC20510w CD3T, DC-Lamp + 
' ................................... ........................ ...................... ............... 
MHC, complexe majeur d'histocompatibilité. 
(adapté de Fundamental Immunology, 5ième édition, 2003) 
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1.4.4.3. Processus migratoire des cellules dendritiques 
La migration des CD vers les ganglions lymphatiques est essentielle à la 
présentation initiale des antigènes aux lymphocytes T pour l'induction de la réponse 
immune. Les principales chémokines et récepteurs impliqués dans la migration des 
CD vers les ganglions ont été identifiés. Il a été montré, par exemple, que le récepteur 
CCR2 était essentiel à la migration des cellules de Langerhans et des CD spléniques 
vers les ganglions lymphatiques (Gunn et coll. 1999). Deux autres chémokines servent 
à l'adhésion des CD dans le compartiment des lymphocytes situé au niveau des 
ganglions lymphatiques: la SLC/CCL21 (secondary lymphoid tissue chemokine) et 
MIP-3~/CCL19 (macrophage injlammatory chemokine-3/J) (Martin-Fontecha et coll. 
2003). Ces deux chémokines possèdent une structure similaire et se lient au même 
récepteur, le CCR7 (Randolph 2001). En fait, les CD immatures expriment le 
récepteur CCR6 et suivent un gradient induit par la chémokine MIP-3a. Lors de leur 
maturation, les CD régulent à la baisse le récepteur CCR6 et augmentent l'expression 
de surface du récepteur CCR7 (Dieu et coll. 1998). La régulation à la hausse de CCR7 
permet aux CD de suivre un gradient chémotactique induit par MIP-3~. Les CD se 
dirigent ainsi vers les ganglions où sont localisés les lymphocytes (lwasaki et coll. 
2000, Dieu et coll. 1998). Dans les ganglions lymphatiques, les CD matures sécrètent 
du MIP3-~ provocant ainsi un recrutement additionnel de CD matures ce qui contribue 
à générer une boucle soutenue d'activation des lymphocytes T (Sallusto et coll. 1998). 
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1.4.4.4. Processus d'activation des lymphocytes par les cellules 
dendritiques 
Dans le ganglion lymphatique, la présentation d'un antigène via le CMH 1 ou 
CMH II par les CD matures permet l'activation des lymphocytes T spécifiques à cet 
antigène (Miller et coll. 2004, Bousso et coll. 2003). L'activation des lymphocytes T 
nécessite l'interaction des molécules de costimulation exprimées chez les CD (CD40, 
CD80 et CD86) avec leurs ligands respectifs (CD40L, CD28 et CTLA-4) exprimés 
chez les lymphocytes T CD4+ et CDS+ (Banchereau et Stienman 1998). De manière 
intéressante, la maturation des CD est associée avec l'expression de surface des 
molécules de costimulation qui sont normalement faiblement exprimées chez les CD 
immatures (lnaba et coll. 1994, Larsen et coll. 1992). La liaison de CD28 avec CD80 
et CD86 induit l'activation et l'expansion clonale des lymphocytes T ainsi que 
l'expression de CTLA-4. La régulation négative de cette activation est induite par la 
liaison de CTLA-4 aux mêmes récepteurs (CD80, CD86), grâce une plus grande 
affinité de CTLA-4 pour ceux-ci (Sansom et coll. 2003). 
1.4.4.5. Les cellules dendritiques et le DT1 
Des études récentes suggèrent que la présentation initiale des premiers 
autoantigènes provenant de l'îlot aux lymphocytes T autoréactifs se fait par les CD 
présentes dans l'infiltrat inflammatoire précoce (Homo-Delarche et coll. 2004, 
Steinman 2003, Mathis et coll. 2001). 
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Plusieurs études ont montré l'existence d'un développement anormal des CD 
chez les patients atteints du DTl (Peng et coll. 2003, Zacher et coll. 2002) ainsi que 
chez la souris NOD (Nikolic et coll. 2004, Vasquez et coll. 2004, Morin et coll. 2003). 
Chez la souris NOD, il a été montré in vitro qu'il y a un dérèglement du 
développement des CD provenant des progéniteurs myéloïdes de la moelle osseuse 
(Nikolic et coll. 2004, Vasquez et coll. 2004). En effet, la quantité de CD immatures 
générées in vitro par traitement au GM-CSF est inférieure à celle des souris témoins. 
Ces CD expriment faiblement le CMH II et les molécules de costimulation et ont une 
faible capacité d'activation des lymphocytes T comparativement aux CD générées des 
souches de souris résistantes au DTl (BALB/c et C57BL/6) (Strid coll. 2001). Par 
contre, si les CD provenant de souris NOD sont générées in vitro avec une 
combinaison de GM-CSF et d'IL-4, elles possèdent alors une plus grande capacité de 
maturation, elles expriment plus fortement les molécules de costimulation et elles 
activent davantage les lymphocytes T comparativement aux CD dérivées des souches 
de souris résistantes au DTl (BALB/c et C57BL/6) (Marleau et coll. 2002, Steptoe et 
coll. 2002). 
À l'inverse, d'autres études ont montré que les CD générées à partir de 
précurseurs de la moelle osseuse mises en présence de GM-CSF et d'IL-4 (bien que 
plus stimulatrices in vitro (Steptoe et coll. 2002)) protègent ou retardent le 
développement du DT 1. Ceci a été mis en évidence par des expériences dans 
lesquelles l'injection des CD, provenant de la moelle osseuse et générées suite à un 
traitement au GM-CSF et à l'IL-4, à des souris NOD pré-diabétiques protégent contre 
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la maladie en favorisant une réponse immunitaire de type Th2 (Feili-Hariri et coll. 
1999). Une autre étude a montré que l'injection de CD isolées des ganglions 
pancréatiques de souris NOD induisait un retard dans l'apparition du DTl chez les 
souris NOD pré-diabétiques (Clare-Salzler et coll. 1992). Ces études démontrent 
clairement que les CD peuvent contribuer à la tolérance périphérique chez la souris 
NOD, malgré le fait que ces cellules jouent aussi un rôle critique dans le processus 
d'activation des lymphocytes T autoréactifs et dans l'inflammation des îlots. 
1.4.5. Mécanismes de tolérance 
1.4.5.1. Cellules dendritiques immatures et/ou tolérogènes 
Les CD jouent un rôle important dans la tolérance périphérique des 
lymphocytes T (Kleindienst et coll. 2005, Probst et coll. 2005, Chilton et coll. 2004, 
Goldschneider et coll. 2003). Plusieurs types de CD tolérogènes ont été décrits. Parmi 
ceux-ci, il y a les CD générées à partir de précurseurs de la moelle osseuse avec une 
combinaison d'IL-10, de TNFa et de GM-CSF, qui se différencient en cellules ayant 
une morphologie plasmacytoïde (CD1 lc10wCD45Rbhigh) (Wakk:ach et coll. 2003). Les 
CD générées de précurseurs de la moelle osseuse suite à un traitement avec de faibles 
doses de GM-CSF sont aussi de type tolérogène (Lutz et coll. 2000). In vivo, 
l'existence de cellules dendritiques tolérogènes ayant un phénotype semblable aux CD 
plasmacytoïdes (CDl lc +, B220+, Gr-1 +, CDl lb-, CMH II10w) à été mise en évidence. 
Celles-ci induisent la tolérance dans un modèle d'inflammation allergique graçe à leur 
faible capacité de stimulation des lymphocytes T CD4+ (Oriss TB et coll. 2005). Des 
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CD ayant un phénotype semi mature présentant l'antigène MOG sont capables 
d'induire une protection contre l'encéphalomyélite auto-immune dans un modèle 
murin (Kleindienst et coll. 2005). La caractéristique principale des CD tolérogènes est 
une expression faible les molécules de costimulation (état immature ou semi mature) 
et une capacité réduite d'activation des lymphocytes T (Steinman et coll. 2003). 
1.4.5.2. Mécanismes moléculaires d'induction de la tolérance par les 
cellules dendritiques 
Les mécanismes moléculaires permettant la tolérance par les CD demeurent 
encore méconnus. In vivo, des expériences ont révélé que les CD peuvent induire la 
tolérance des lymphocytes CD8+ (Probst et coll. 2003) via la voie de liaison directe 
entre les molécules de costimulation CD80/CD86 et le ligand CTLA-4 (Probst et coll. 
2005). Les CD peuvent, in vivo, empêcher l'activation de lymphocytes de type Thl 
(Hawiger et coll. 2001) et induire l'expansion de lymphocytes qui produisent de l'IL-
10 et/ou du TGF~ (lymphocytes T de type Trl), capables de bloquer l'activation des 
cellules T effectrices (Oldenhove et coll. 2003, Vasu et coll. 2003, Wakkach et coll. 
2003). De plus, Jonuleit et coll. (2000) ont rapporté qu'in vitro les CD ayant un 
phénotype immature peuvent induire la différentiation des lymphocytes T en cellules 
T suppressives (Trl) productrices d'IL-10. L'IL-10 est connue pour ses effets 
immunosuppresseurs qui contribuent à la tolérance périphérique (Grutz 2005). 
Finalement, les lymphocytes T CD4+CD25+ régulateurs activés par les CD tolérogènes 
(Guiducci et coll. 2005, Kareh et coll. 2005, Fehervari et coll. 2004) peuvent eux-
mêmes empêcher la maturation des cellules dendritiques in vitro et in vivo (Serra et 
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coll. 2003). Ces CD restent donc dans un état immature, une situation qui est favorable 
à l'induction de la tolérance périphérique dans un contexte non inflammatoire. (Misra 
et coll. 2004, Serra et coll. 2003). 
1.5. Le GM-CSF et l'inflammation 
Le GM-CSF, principale cytokine permettant la génération des CD à partir de la 
moelle osseuse, est essentiel à l'expansion des CD immatures aussi bien in vivo qu'in 
vitro (Hamilton et coll. 2004). Le rôle physiologique du GM-CSF a été mis en 
évidence dans plusieurs modèles d'inflammation et d'auto-immunité (Hamilton 2002). 
L'administration de GM-CSF accélère et aggrave l'arthrite rhumatoïde induite au 
collagène (AIC). D'autres études ont montré que l'expression transgénique locale du 
GM-CSF dans les cellules pariétales de l'estomac est suffisante pour induire la gastrite 
auto-immune (Biondo et coll. 2001). De plus, dans un modèle murin d'encéphalite 
autoimmune expérimentale (EAE) les souris développent l'EAE de façon beaucoup 
plus sévère si les lymphocytes T possèdent un transgène codant pour le GM-CSF 
(Marosie et coll. 2002). À l'inverse, les souris déficientes en GM-CSF ont une 
susceptibilité diminuée à l'AIC (Campbell et coll. 1998, Bischof et coll. 2000) et elles 
sont résistantes à l'EAE (McQualter et coll. 2001). Ces résultats indiquent que le GM-
CSF joue un rôle important dans l'induction de l'inflammation et le développement de 
l'auto-immunité. Ce rôle potentiel du GM-CSF de promouvoir l'auto-immunité a été 
récemment remis en question. Plusieurs travaux ont rapporté que l'administration de 
GM-CSF prévient ou réduit significativement la thyroïdite auto-immune 
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expérimentale (T AE) en favorisant la génération de CD semi matures qm sont 
impliquées dans l'activation des lymphocytes T CD4+CD25+ régulateurs (Gangi E et 
coll. 2005, Vasu et coll. 2003). D'autre part, une expression par transgénèse du GM-
CSF au niveau des cellules ~ entraîne une infiltration massive de cellules mononuclées, 
composée principalement de macrophages et de CD (Krakowski et coll. 2002). Ces 
souris transgéniques sont résistantes au diabète induit par la streptozotocine, 
comparativement aux souris témoin (non transgéniques) (Krakowski et coll. 2002). 
Ces résultats suggèrent que l'expression exogène locale du GM-CSF protège les îlots 
en favorisant le recrutement et l'expansion d'une population de CD tolérogènes 
incapables d'activer les lymphocytes T. Par conséquent, il serait intéressant de pouvoir 
moduler in vivo les CD avec le GM-CSF afin de les maintenir dans un état immature 
ou tolérogène et ainsi induire chez la souris NOD la protection contre le DTl. 
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2. Hypothèse de travail 
La modulation in vivo des CD par le GM-CSF favorise la génération de 
CD résistantes à la maturation, permettant ainsi la tolérance périphérique 
et la protection contre le diabète de type 1. 
3. Objectifs 
Objectif #1. Étudier l'effet du GM-CSF in vivo sur les CD chez la souris 
NOD et analyser l'impact sur le développement du DTl. 
Objectif #2. Élucider les mécanismes cellulaires et moléculaires 
impliqués dans la modulation du DTl par le GM-CSF chez la souris NOD. 
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4. Matériel et méthodes 
4.1. Animaux et traitements 
Les souns NOD, NOD.SCID femelles ont été achetées des laboratoires 
Jackson (Bar Harbor, ME). Les souris 8.3-NOD ont été obtenues du laboratoire du Dr 
Pere Santamaria (Université de Calgary, Verdaguer et coll., 1997). Toutes les souris 
ont été maintenues dans un environnement stérile à l'animalerie de la faculté de 
Médecine et des Sciences de la Santé de l'Université de Sherbrooke. Les traitements 
au GM-CSF ont été effectués en utilisant le protocole suivant: les souris femelles pré-
diabétiques de 3 à 4 semaines ont été traitées 3 fois par semaine par injection i.p. avec 
1 OO ng de GM-CSF (R&D sytems, Minneapolis, MN) pour les trois premières 
semaines et, par la suite, 2 fois par semaines par injection i.p. avec 100 ng de GM-CSF 
jusqu'à 40 semaines d'âge. 
4.2. Évaluation du diabète 
La détection du diabète chez les souris NOD a été faite en mesurant la 
glycosurie au moyen de bandelettes réactives Uristix (Bayer) et confirmée par mesure 
de la glycémie avec un glucomètre Advantage Accu-Check (Roche Diagnostics, 
Allemagne). Les souris ont été considérées diabétiques après deux réactions positives 
sur la bandelette Uristix et quand la concentration de glucose sanguin était supérieure 
à 14mM. 
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4.3. Lignées cellulaires et anticorps 
Les anticorps anti-CD8a-PE, anti-CD4-FITC/ biotine, anti-CD25-FITC, anti-
CD62L-PE, ant-CDl lb-FITC, anti-CD45Rb-PE, anti-CDl lc-FITC/ biotine, anti-B71-
biotine, anti-B72-biotine, anti-V~8- FITC et anti-I-Ak/g7 ont été achetés chez Becton-
Dickinson (San Jose, CA). L'hybridome 145-2Cl 1 produisant l'anticorps anti-CD3 a 
été obtenu du laboratoire du Dr Pere Santamaria (Université de Calgary). Les analyses 
cytofluorimétriques ont été faites en utilisant un cytomètre en flux (F ACS) de type 
F ACS Calibur (Becton Dickinson, San Diego, CA) et les données analysées avec le 
programme Cell Quest Pro (Becton Dickinson, CA). 
4.4. Histopathologie 
Les pancréas ont été fixés par traitement à la formaline (Fisher Scientific, 
Montréal), et enrobés de paraffine. Les blocs de tissus ont été sectionnés et colorés à 
l'hématoxyline et l'éosine. Le degré d'insulite (inflammation) a été évalué par 
microscopie optique de 10 à 15 îlots par souris et est défini selon les critères suivants: 
0, îlots normaux; 1, péri-insulite; 2, infiltration de cellules mononuclées dans 25% des 




Le peptide NRP-A7 qui est reconnu spécifiquement par le TCR du lymphocyte 
T 8.3-CD8+ et le peptide TUM témoin ont été obtenus du Dr C. Servis (Université de 
Lausanne). Les peptides ont été synthétisés en phase solide en utilisant la stratégie de 
protection FMOC et purifiés par HPLC en phase inverse. L'homogénéité des peptides 
(>90%) a été confirmée par spectrométrie de masse. 
4.6. Génération des CD de la moelle osseuse et 
isolement des CD de la rate 
Les CD ont été générées tel que décrit par Lutz et coll. (1999). Brièvement, les 
cellules de la moelle osseuse provenant des fémurs et des tibias des souris ont été 
cultivées dans un milieu complet (RPMI 1640, FBS 10%, 5 µM 2-mercaptoéthanol 
(Sigma-Aldrich, St.Louis, MO), 100 U/ml pénicilline (Gibco, CA), 100 µg/ml 
streptomycine (Gibco, CA)) contenant du GM-CSF (5 ng/ml) avec ou sans IL-4 (4.5 
ng/ml) pendant 7 jours. Les CD de la rate ont été purifiées au moyen du système de 
billes magnétiques MACS (Miltenyi Biotec, Cologne, Allemagne). Pour ce faire les 
rates ont été préalablement digérées avec de la collagénase D (Roche Diagnostics), tel 
que décrit par le protocole de la compagnie. Par la suite, les cellules ont été incubées 
avec des billes magnétiques couplées à un anticorps anti-CDllc, puis exposées à un 
champ magnétique sur une colonne de purification fournie par la compagnie. La 
pureté des CD de la rate a été vérifiée par F ACS et était dans tous les cas supérieure à 
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85%. Dans certaines expériences les CD ont été stimulées pendant 24 à 48 h avec du 
LPS (Sigma-Aldrich; 1 µg/ml) avant d'être utilisées. 
4.7. Essais d'activation et de prolifération cellulaire 
Les CPA (1 x 105 cellules/puits) ou les CD purifiées (1 x 104 cellules/puits) 
irradiés provenant de la rate des souris traitées au GM-CSF ou au PBS ont été pulsées 
avec le peptide NRP-A7 ou avec le peptide témoin TUM (1 µg/ml). Par la suite, des 
lymphocytes T 8.3-CD8+ purs naïfs (2 x 104 cellules/puits) ont été ajoutés à la co-
culture et les cellules ont été distribuées dans une plaque de culture 96 puits placées à 
l'incubateur pendant 72 h à 37°C. Après 48 h de co-culture, les surnageants ont été 
récoltés pour un dosage des cytokines l'IL-2 et IFNy par ELISA en utilisant une 
trousse commerciale (R&D Systems, Minneapolis, MN). Pendant les dernières 24 
heures, les cultures cellulaires ont été pulsées avec de la [3H]-thymidine (1 µCi/puits) 
afin de mesurer la prolifération des lymphocytes T 8.3-CD8+. 
4.8. Essais de prolifération du clone T 8.3-CD8+ en 
présence des lymphocytes T CD4+ 
Les différentes sous populations de lymphocytes T CD4+ (CD4+CD25+ ou 
CD4+CD25) provenant des souris traitées au GM-CSF ou témoins ont étés ajoutées 
aux co-cultures décrites en 4.7, afin de vérifier leur pouvoir d'activation ou 
d'inhibition de la prolifération du clone diabétogène T 8.3-CD8+. Les cellules ont été 
pré-activées pendant 24 à 72 h en les cultivant en présence d'IL-2 (10 U/ml) dans des 
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plaques de culture de 96 puits tapissés de l'anticorps anti-CD3 (5 µg/ml). Ces 
lymphocytes T CD4+ ont été purifiés par le système MACS. Brièvement, les 
splénocytes totaux ont étés incubés 15 min à 4°C avec un cocktail d'anticorps couplés 
à des billes magnétiques anti-CD8 (Ly-2), anti-CDllb (Mac-1), anti-CD45R (B220), 
anti-CD49b (DX5) et anti-Ter-119. Les cellules couplées à ces anticorps ont été 
retenues dans un champ magnétique (système MACS) afin d'enrichir les lymphocytes 
T CD4+ par sélection négative. Ces lymphocytes T CD4+ purs ont ensuite été incubés 
15 min à 4°C avec un anticorps anti-CD25-PE, lavés et réincubés avec un anticorps 
anti-PE couplé à des billes magnétiques. Cette dernière étape a permis la sélection 
positive des lymphocytes T CD4+CD25+ grâce au système MACS. La pureté des 
cellules T CD4+CD25+ et T CD4+CD25- a été confirmée par F ACS et était toujours 
supérieure à 85%. 
4.9. Production de cytokines par les lymphocytes T 
Les cellules de la rate totale ou purifiées par le système MACS (lymphocytes T 
CD4+ totaux, CD4+CD25- ou CD4+CD25+, voir section 4.8) provenant des souris 
traitées au GM-CSF ou témoins (1 x 105 cellules/puits) ont été stimulées avec un 
anticorps anti-CD3 (5 ug/ml) en présence ou non d'IL-2 10 U/ml (Roche) pour 
différents temps compris entre 24 h et 72 h à 37°C dans un milieu de culture RPMI 
complet. Les surnageants ont été récoltés et l'IL-2, l'IL-4, l'IL-10 et l'IFNy ont été 
dosés par tests ELISA selon le protocole du fournisseur (R&D Systems). 
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4.1 O. Transferts adoptifs chez des souris receveuses 
NOD.SCID 
Les cellules de la rate des souris traitées au GM-CSF ou témoins (PBS) ont été 
injectées dans la veine de la queue de souris receveuses NOD.SCID agées de 6 à 10 
semaines. Brièvement, les cellules ont été préparées à partir de la rate en écrasant 
celle-ci entre deux lamelles de verre rugueux stériles. La suspension cellulaire a été 
incubée dans un tampon d'hémolyse (17 mM Tris-HCl, 140 mM NH4Cl, pH 7.2, 2 
min à la température de la pièce). Après avoir lavé les cellules avec du PBS, elles ont 
été resuspendues à une densité de 40 x 106 cellules/ml pour pouvoir injecter 200 µl de 
cellules, soit 8 x 106 cellules par souris. Dans certaines expériences, les CD ont été 
éliminées des préparations cellulaires à l'aide de billes magnétiques couplées à un 
anticorps anti-CDl lc, en suivant le protocole fourni par la compagnie (Miltenyi 
Biotec ). Le développement du diabète des souris receveuses a été suivi en mesurant la 
glycosurie. 
4.11. Analyses statistiques 
Les résultats ont été analysés et comparés selon la méthode Mann-Whitney 
avec l'aide du logiciel de statistiques Prism 4.1 (Graphpad Software, San Diego, CA). 
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5. Résultats 
5.1. Génération de CD tolérogènes ayant un phénotype 
immature in vitro 
Lutz et coll. (2000) ont montré que les CD générées à partir de précurseurs de 
la moelle osseuse de souris BALB/c ont un phénotype immature et tolérogène 
lorsqu'on cultive ces précurseurs, avec de faibles quantités de GM-CSF (CDimm). Ces 
auteurs ont aussi observé qu'il est possible de générer des CD ayant un fort pouvoir 
activateur des lymphocytes T CDS+ lorsqu'elles sont cultivées dans un milieu 
contenant de l'IL-4 et du GM-CSF. Afin de vérifier s'il est possible d'obtenir des CD 
ayant un phénotype tolérogène in vitro chez la souris NOD, nous avons généré des 
CDimm en les cultivant en présence d'une faible concentration de GM-CSF (5 ng/ml) 
mais en absence d'IL-4. Ces CD présentent une faible expression de surface de 
molécules de costimulation CD80 et CD86 ainsi qu'une faible expression du CMH II 
et de CD40 comparativement au CD témoins (CDmat) générées avec le GM-CSF (5 
ng/ml) et l'IL-4 (4.5 ng/ml) (Fig. 4A et Fig. 4B, lignes continues). La stimulation au 
LPS (1 µg/ml), n'induit pas la maturation des CDimm, en comparaison des CDmat (Fig. 
4A et Fig. 4B, lignes foncées). Nous avons ensuite comparé la capacité d'activation du 
clone diabétogène T 8.3-CD8+ par les CDimm et CDmat générées dans un essai de 
présentation du mimotope NRP-A7 par ces CD (Amrani et coll. 2000). 
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La capacité d'activation et de prolifération du clone T 8.3-CD8+ par les CDimm est 
réduite d'environ 10 fois par rapport aux CDmat. Ces expériences confirment qu'il est 
possible de générer des cellules dendritiques tolérogènes autant chez la souris NOD 
que chez la souris BALB/c (Fig. 4C). 
(···) isotype, (- ) · LPS, (-) + LPS. 
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Figure 4. Analyse phénotypique et fonctionnelle des CD generees à partir de 
précurseurs de la moelle osseuse chez la souris NOD. Les cellules de la moelle 
osseuse ont été cultivées pendant 7 jours avec du GM-CSF (5 ng/ml) avec ou sans IL-
4 ( 4 .5 ng/ml). Les cellules ont été ensuite exposées durant les 24 dernières h de culture 
à du LPS (1 ug/ml). A) et B) Comparaison du degré de maturation des CDimm et des 
CDmat suite à une stimulation au LPS. C) Comparaison de leur capacité de stimulation 
du clone T 8.3-CD8+ diabétogène via la présentation du peptide NRP-A 7 (1 µg/ml) 
par incorporation de [3-H] thymidine. 
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Sachant que les CDimm peuvent induire la tolérance, nous avons vérifié s'il 
était possible de générer, par injection de faibles doses de GM-CSF, des CDimm chez la 
souris NOD, ce qui induirait une protection contre le DTl. 
5.2. Le traitement des souris NOD pré-diabétiques avec 
le GM-CSF protège contre le diabète 
Afin de vérifier si le GM-CSF peut agir comme irnrnunorégulateur contrôlant 
l'inflammation des îlots et la destruction des cellules ~ in vivo, des souris NOD âgées 
de 3 semaines (l'insulite n'est pas encore apparue à cet âge) ont reçu par injection i.p. 
du GM-CSF à faible dose (100 ng/injection) trois fois par semaines pour les trois 
premières semaines et par la suite, deux fois par semaines jusqu'à 32 semaines (les 
souris témoins ont reçu seulement le PBS). À 32 semaines, 23% des souris NOD 
traitées au GM-CSF ont développé le diabète (n = 20) alors que 85% des souris 
témoins sont devenues diabétiques (n = 24) (Figure 5). Les taux de glycémie des 
souris traitées au GM-CSF est de 7.14 ±1.32 mM. Les souris NOD diabétiques traitées 
au PBS présentent un taux de glycémie supérieur à 14 mM. Ces résultats indiquent 
clairement que le traitement de souris NOD pré-diabétique avec de faibles doses de 
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Figure 5. Incidence du diabète chez les souris NOD femelles traitées par injection i.p. 
de PBS (triangles) (n = 20) et GM-CSF (carrés) (n = 24). Les souris sont considérées 
comme étant diabétiques lorsqu'elles sont testées positives pour la glycosurie et 
lorsqu'elles ont une glycémie supérieure à 14 mM. 
Dans le but de vérifier si la protection contre le DTl induite par le GM-CSF 
est associée à un changement au niveau de l'inflammation des îlots, des coupes 
histologiques du pancréas ont été effectuées chez les souris âgées de 8, 12 et 32 
semaines. L'analyse des coupes a révélé qu'il y a très peu d'inflammation des îlots de 
Langerhans (Fig. 6B). 
40 
A) 4 il PBS O'GM-CSF 




8 sem. 12 sem. 32 sem. 
Figure 6. Le GM-CSF atténue la progression de l'insulite. Progression de l'insulite à 8, 
12 et 32 semaines d'âge des souris NOD traitées au GM-CSF ou au PBS (témoins). A) 
Score d'insulite: O= îlot non infiltré, 1 = péri-insulite, 2= îlot infiltré à < de 25%, 3= 
îlot infiltré entre 25 et 50%, 4= îlot infiltré à > 50%. B) Histologie représentative des 
îlots pancréatiques de souris NOD traitées au PBS ou au GM-CSF. Les coupes de 
pancréas ont été colorées à l'hématoxyline et éosine (grossissement lOOX). 
Il n'y a aucune infiltration significative des îlots chez les souris NOD traitées au 
GM-CSF âgées de 8 et 12 semaines (score de 0) (Fig. 6A). À 32 semaines l'infiltration 
est à moins de 25% (score de 1) (Fig. 6A). Chez les souris témoins, il y a une 
infiltration importante des îlots dès la gième semaine, puis l'infiltration est massive à 12 
semaines (score = 3-4, 50% des îlots infiltrés). À 32 semaines les îlots des souris 
témoins sont complètement détruits. 
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5.3. Le traitement au GM-CSF augmente la quantité de 
CD chez la souris NOD 
Sachant que le GM-CSF est un facteur de croissance important pour 
développement des CD, nous avons déterminé si le traitement au GM-CSF induit des 
changements quantitatifs au niveau des CD chez les souris NOD. Bien que le 
traitement n'affecte pas la quantité de splénocytes totaux (Fig. 7 A), nous avons noté 
une augmentation significative du nombre de CD isolées chez les souris traitées au 
GM-CSF âgées de plus de 32 semaines par rapport aux souris témoins. Le pourcentage 
de CD isolées de la rate des souris traitées au GM-CSF est de 2.42% comparativement 
à 1.71 % chez les souris NOD traitées au PBS (Fig. 7B). 
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Figure 7. Pourcentage de CD isolées de souris traitées au GM-CSF (de plus de 32 
semaines d'âge) ou de souris traitées au PBS par rapport à la quantité de cellules 
totales retrouvées dans la rate. 
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5.4. Le traitement au GM-CSF induit une augmentation 
de CD CD11 chiCD45RB10w 
Nous avons comparé les sous populations de CD retrouvées chez les souris 
traitées au GM-CSF par rapport à celles retrouvées chez les souris témoins. Ces 
expériences sont nécessaires afin de vérifier si le traitement au GM-CSF favorise la 
génération de CD tolèrogènes tel que décrit par différents groupes (Oriss et coll. 2005, 
Wakkach et coll. 2003, Lutz et coll 2000). Le traitement au GM-CSF ne semble pas 
influencer un changement dans les populations de CD CDl lc +CDSa+ ou de CD de 
type myéloïde CDllc+CDllb+ (Fig. SA et Fig. SB). Le seul changement significatif 
observé au niveau des sous populations de CD a été chez les CD CDl lchi CD45RB10w. 
En effet, les résultats indiquent que le pourcentage de CD de cette sous population 
passe de 45% chez les souris témoins à plus de 53% (p=0.05) chez les souris traitées 
au GM-CSF (Fig. SC). 
5.5. Les CD des souris traitées au GM-CSF ont un 
phénotype de CDimm 
Nous avons par la suite vérifié si les CD des souris traitées au GM-CSF 
résistent à la maturation induite par le LPS tel qu'observé in vitro chez les CD 
générées avec une faible dose de GM-CSF à partir de précurseurs de la moelle osseuse. 
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Figure 8. Phénotype des CD provenant de la rate des souris traitées au GM-CSF par 
rapport aux souris témoins traitées au PBS. Les CD ont été purifiées de la rate et ont 
ensuite été marquées avec une combinaison d'anticorps anti-CDl lc/anti-CDllb A), 
anti-CD11c/anti-CD8a B) ou anti-CD11c/anti-CD45RB C) puis analysées par FACS. 
Chaque cadrant est représentatif de l'analyse des CD d'au moins deux souris par 
groupes. 
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Nous avons donc purifié les CD des souris traitées au GM-CSF ou au PBS et nous les 
avons stimulées pendant 48 h avec du LPS (1 µg/ml). L'analyse des CD par FACS a 
démontré que l'expression des molécules de costimulation CD80 et CD86 et de la 
molécule CD40 est augmentée après stimulation au LPS chez les CD des souris 
témoins, une caractéristique des CDmat (Fig. 9A). Cette induction à la hausse n'est pas 
observée chez les CD isolées des souris NOD traitées au GM-CSF. Ce résultat indique 
que le traitement au GM-CSF induit une population de CD résistantes à la maturation 
au LPS, caractéristique des CD tolérogènes (Lutz et coll. 2000). 
5.6. Les CD des souris traitées au GM-CSF ont une 
moins grande capacité d'activation du clone T 8.3-
CDS+ 
Dans le but d'étudier l'impact du traitement au GM-CSF sur le potentiel des 
CPA de la rate à induire la prolifération et l'activation de lymphocytes T autoréactifs, 
nous avons comparé la capacité des cellules de la rate de souris traitées au GM-CSF et 
au PBS à induire la prolifération et la production d'IFNy du clone T 8.3-CD8+ 
diabétogène. Les résultats indiquent que les CP A totales de la rate (CD, lymphocytes 
B et macrophages) des souris traitées au GM-CSF ont le même potentiel d'activation 
du clone T 8.3-CD8+ que les CPA de la rate des souris témoins. En effet, ce clone 
prolifère de façon similaire et produit la même quantité d'IFNy lorsqu'il est mis en 
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Figure 9. Effet inhibiteur du GM-CSF sur l'expression des marqueurs de surface des 
CD spléniques. Les CD on été isolées à partir de la rate de souris traitées au PBS (A) 
ou au GM-CSF (B) et cultivées in vitro avec ou sans LPS (1 µg/ml) pendant 48 h. 
L'expression des molécules de surface CD80, CD86 et CD40 a été déterminée par 
FACS. Les figures sont représentatives de 3 expériences par groupe. 
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Figure 10. Présentation du peptide NRP-A7 par les APC des souris NOD traitées au 
GM-CSF ou au PBS. Les CPA (1 x 105) de la rate ont été irradiées et pulsées avec le 
peptide NRP-A 7 ou le peptide TUM témoin (1 µg/ml) et mis en co-culture avec les 
lymphocytes T 8.3-CD8+ (2 x 104). A) Prolifération du clone T 8.3-CD8+ après 72 h 
de co-culture. B) Sécrétion d'IFNy par le clone T 8.3-CD8+ après 48 h de co-culture. 
Les expériences sont représentatives de 2 souris par groupe et ont été réalisées en 
triplicata. 
Étant donné qu'il n'y a pas de différence significative dans capacité de 
stimulation du clone T 8.3-CD8+ par les CPA totales et que les CD des souris traitées 
au GM-CSF présentent un phénotype immature, nous avons comparé la capacité de 
stimulation du clone T 8.3-CD8+ par les CD purifiées de la rate (qui représentent 1.5 à 
3% des cellules totales). La capacité de stimulation des lymphocytes T 8.3-CD8+ des 
CD isolées de la rate des souris NOD traitées au GM-CSF est réduite d'environ 40% 
comparativement aux CD des souris témoins (Fig. l lA). Toutefois, cette diminution 
de la prolifération du clone T 8.3-CD8+ n'est pas accompagnée d'une diminution de 
production d'IFNy. En effet, la quantité d'IFNy produite est similaire à celle secrétée 
par les CD8+ stimulés avec les CD des souris témoins (Fig. 1 lB). 
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Figure 11. Présentation du peptide NRP-A7 par les CD purifiées des souris NOD 
traitées au GM-CSF ou au PBS. Les CD (1 x 104 cellules) de la rate ont été irradiés et 
pulsées avec le peptide NRP-A7 ou le peptide TUM témoin (1 µg/ml) et mis en co-
culture avec les lymphocytes T 8.3-CD8+ ( 2x 104). A) Prolifération du clone T 8.3-
CD8+ après 72 h de co-culture. B) Sécrétion d'IFNy par le clone T 8.3-CD8+ après 48 
h de co-culture. Les expériences sont représentatives de 2 souris par groupe et ont été 
réalisées en triplicata. 
5.7. Le GM-CSF, ne change pas le ratio de lymphocytes 
T CD4+/CD8\ mais induit un phénotype de type Th2 
L'analyse (FACS) des cellules de la rate et des ganglions pancréatiques et 
mésentériques montre que le traitement au GM-CSF n'a pas d'effet sur le ratio de 
lymphocytes T CD4+ et CD8+ (Fig. 12A, Fig. 12B et Fig. 12C). Nous avons ensuite 
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Figure 12. Pourcentage de lymphocytes T CD4+ et CDS+ retrouvés dans les ganglions 
pancréatiques (A), la rate (B) et les ganglions mésentériques (C). L'analyse a été faite 
avec 4 à 7 souris par groupe. 
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A) 
Les lymphocytes T CD4+ des souris traitées au GM-CSF produisent davantage de 
cytokines de type Th2 lors de leur stimulation à l'anticorps anti-CD3 (5 µg/ml) et à 
l'IL-2 (10 U/ml). Les T CD4+ isolés de souris traitées au GM-CSF produisent plus 
d'IL-4 (3x) et d'IL-10 (4x) que les lymphocytes T CD4+ des souris témoins. Ces 
augmentations sont significatives à 48 h de stimulation (Fig. 13A et Fig. 13B). Par 
contre, il n'y pas de différence notable dans la sécrétion d'IFNy et d'IL-2, deux 
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Figure 13. Production de cytokines ex vivo par les lymphocytes T CD4+. Les 
lymphocytes T CD4+ ont été isolés de la rate et exposées pendant 24 ou 48 h à un 
milieu de culture contenant de l'IL-2 (10 U/ml) dans des plaques de 96 puits (1 x 105 
cellules/puits) enduites d'anticorps anti-CD3 (5 µg/ml). Les surnageants ont été 
récoltés et testés pour la présence d'IL-10 (A), d'IL-4 (B), d'IL-2 (C) et d'IFNy (D). 
Les résultats sont représentatifs de 3 expériences par groupe réalisées en triplicata. 
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5.8. Augmentation de la quantité de lymphocytes T 
régulateurs CD4+CD25+ chez les souris traitées au 
GM-CSF 
Il est connu que les lymphocytes T régulateurs CD4+CD25+ (Trég) sont 
importants pour le maintien de la tolérance périphérique. Une augmentation de cette 
population est associée à une protection contre le DTl (Kareh et coll 2005, Chilton et 
coll. 2004). De plus, Serra et coll. (2003) ont démontré que le maintien des CD dans 
un état immature permet l'expansion des Trég· Nous avons donc vérifié si le traitement 
au GM-CSF induisait une augmentation des Trég· Les résultats ont montré que chez les 
souris traitées au GM-CSF, il y a une augmentation significative de la quantité de Trég 
aussi bien dans les ganglions pancréatiques (Fig. 14A) dans la rate (Fig. 14B) et dans 
les ganglions mésentériques (Fig. 14C), comparativement aux souris témoins. 
5.9. La production importante d'IL-10 et d'IL-4 est 
médiée par les lymphocytes T CD4+CD25-
La sécrétion des cytokines IL-10 et IL-4 par les lymphocytes T CD4+ totaux suggère 
que le traitement au GM-CSF induit une réponse immune de type Th2. Puisque l'IL-
10 et l'IL-4 peuvent être produits par les lymphocytes T CD4+CD25+ et CD4+CD25-
nous avons purifié les deux populations afin de déterminer laquelle des sous-
populations de lymphocytes T CD4+ était responsable de l'augmentation de la 
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Figure 14. Effet du traitement au GM-CSF sur les lymphocytes T CD4+ régulateurs. 
Les cellules ont été prélevées des différents organes de souris NOD de 32 semaines 
d'âge et plus protégées par traitement au GM-CSF (n = 11) ou de souris témoins 
diabétiques (n = 11) et marquées avec un anticorps anti-CD4-PercP et un anticorps 
anti-CD25-FITC. Les résultats indiquent le pourcentage de lymphocytes T CD25+ 
chez les lymphocytes T CD4+, (A) dans les ganglions pancréatiques, (B) dans la rate et 
(C) dans les ganglions mésentériques. 
L'augmentation de la production des cytokines IL-10 (environ 3 fois) et IL-4 (environ 
2 fois) observée chez les souris traitées au GM-CSF est due aux lymphocytes T 
CD4+CD2S- (Fig. 15A et Fig. 15B). Il n'y a pas de différence significative dans la 
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production de ces deux cytokines chez les lymphocytes T CD4+CD25+ des souns 
traitées au GM-CSF ou témoins. Le GM-CSF favoriserait donc l'expansion in vivo des 
lymphocytes Trég ainsi que la différentiation d'une population de lymphocytes T 
CD4+CD2S- sécrétant de plus grandes quantités de cytokines de type Th2. 
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Figure 15. Production de cytokines ex vivo par les lymphocytes T CD4+CD25- et 
CD4+CD25+. Les lymphocytes T CD4+CD25" et CD4+CD25+ de la rate ont été 
exposés pendant 72 h à un milieu de culture contenant de l'IL-2 (10 U/ml) dans des 
plaques de 96 puits (1 x 105 cellules/puits) enduites d'anticorps anti-CD3 (5 µg/ml). 
Les sumageants ont été récoltés et testés pour la présence d'IL-10 (A) et d'IL-4 (B). 
Les résultats sont représentatifs de 3 expériences par groupe réalisées en triplicata. 
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5.1 O. Les lymphocytes T CD4+CD25+ inhibent l'activation 
du clone T 8.3-CDB+ 
Il est bien établi que les lymphocytes Trég ont la capacité d'inhiber l'activation 
des lymphocytes T CD8+. Dans le but d'évaluer cette capacité chez les lymphocytes T 
CD4+CD25+ résultant d'un traitement au GM-CSF, nous avons effectué des 
expériences de suppression. Ces expériences sont nécessaires pour savoir si ces Trég 
induit jouent un rôle dans la protection contre le DTl dans notre modèle. Pour ce faire, 
des CPA pulsées avec le peptide NRP-A7 ont été incubées avec le clone T 8.3-CD8+ 
en présence des lymphocytes T CD4+CD25+ ou CD4+CD2S- provenant des souris 
traitées au GM-CSF ou de souris témoins. Les résultats obtenus indiquent que les 
lymphocytes T CD4+CD25+ inhibent de façon similaire la prolifération et l'activation 
du clone T 8.3-CD8+. En effet, la prolifération du clone T diabétogène est diminuée de 
50% lorsque le ratio CD4+CD25+/CD8+ est de 1:1 ou de 2:1 (Fig. 16A). Nous avons 
aussi constaté que la production d'IFNy et d'IL-2 (production proportionnelle au degré 
d'activation du clone diabétogène 8.3-CD8+) est diminuée d'environ 4 fois en 
présence des lymphocytes Trég (Fig. 16B) et Fig 16C). Les résultats montrent 
également que les lymphocytes T CD4+CD2S- n'inhibent pas l'activation et la 
prolifération du clone T 8.3-CD8+, malgré leur forte production d'IL-10 et d'IL-4 (Fig. 
15). Ces résultats suggèrent que le traitement au GM-CSF induit l'expansion de Trég 
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Figure 16. Capacité d'inhibition de la prolifération des lymphocytes T 8.3-CD8+ par 
les lymphocytes T CD4+CD25+ ou CD4+CD25+, provenant des souris traitées au GM-
CSF ou témoins. Des CPA totaux de souris (1 x 105 cellules) NOD IDDM ont été 
irradiées (20 Gy) et pulsées avec le peptide NRP-A 7 (1 µg/ml), puis mis en co-culture 
en présence de lymphocytes T 8.3-CD8+ (2 x 104 cellules) et une quantité croissante 
de lymphocytes T CD4+CD25+ ou CD4+CD2Y (2 x 104 - 4 x 104). A) Incorporation de 
[3-H] thymidine après 72 h de co-culture, (B) Production d'IFNy et (C) d'IL-2 par le 
clone 8.3-CD8+ après 48h de co-culture (dosage par ELISA). 
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5.11. Les cellules dendritiques des souris NOD traitées 
au GM-CSF sont essentielles au maintien de la 
tolérance in vivo 
Sachant que le GM-CSF permet la génération de CD immatures tolérogènes et 
induit l'expansion des Trég, nous avons évalué la capacité des cellules de la rate 
provenant des souris traitées au GM-CSF à induire la tolérance in vivo chez des souris 
NOD.SCID. Pour ce faire, nous avons injecté i.v. 8 x 106 splénocytes provenant de 
souris NOD traitées au GM-CSF de 32 à 40 semaines d'âge ou témoins diabétiques à 
des souris NOD.SCID. Contrairement à ce que l'on observe lorsqu'on effectue le 
transfert des splénocytes provenant de souris témoins, l'injection des splénocytes 
provenant des souris traitées au GM-CSF n'induit pas le diabète. Pour confirmer un 
rôle potentiel des CD dans cette tolérance, nous avons soustrait les CD (90% des CD 
sont enlevées, selon les analyses par FACS) avant d'effectuer le transfert des 
splénocytes. Dans ces expériences, l'apparition du DTI est retardée par rapport aux 
souris témoins, mais le transfert des splénocytes, provenant de souris traitées au GM-
CSF, sans les CD ne permet pas une protection contre le diabète chez les souris 
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Figure 17. Importance des CD dans l'induction de la tolérance in vivo. Des souris 
NOD.SCID de 6 à 8 semaines ont été injectées avec 8 x 106 cellules de la rate totale ou 
8 x 106 cellules de la rate sans les CD provenant des souris témoins diabétiques (À. et 
•) ou traitées au GM-CSF de 32 semaines (~ et o). L'incidence du diabète a été 
mesurée tous les jours à partir de la 15ième journée du transfert. 
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6. Discussion 
Les CD sont non seulement des CP A professionnelles ayant une capacité 
accrue d'activation des lymphocytes T lors de la réponse immune, mais elles peuvent 
aussi induire la tolérance périphérique dans un contexte non inflammatoire (Steinman 
et coll. 2003). Nos résultats montrent qu'il est possible de générer une population de 
CD tolérogènes à partir de précurseurs hématopoïétiques de la moelle osseuse de 
souris NOD, lorsque ceux-ci sont cultivés en présence d'une faible concentration de 
GM-CSF. Ces résultats appuient les observations de Lutz et coll. (2000) effectuées 
chez una autre lignée de souris, soit les souris BALB/c (Fig. 4). Dans un même ordre 
d'idées, Vasu et coll. (2003) ont pour leur part montré que le traitement au GM-CSF 
permettait de protéger contre la thyroïdite autoimmune chez les souris CBA/J en 
favorisant l'expansion de CD tolérogènes. Cette étude nous a incité à vérifier s'il est 
possible de moduler la génération de CD immatures et tolérogènes chez la souris NOD 
traitée au GM-CSF afin d'induire une protection contre le DTl. 
Tel qu'observé auparavant par Vasu et coll. (2003), les résultats de notre étude 
indiquent que le traitement au GM-CSF permet l'expansion des cellules CD in vivo. 
Nous observons une augmentation significative du nombre absolu de CD, mais celle-
ci ne s'accompagne pas d'une splénomégalie. En effet, le nombre de cellules totales 
provenant de la rate de souris traitées au GM-CSF est similaire à celui retrouvé chez 
les souris témoins (Fig 7). Bien que dans plusieurs études les traitements effectués 
avec des facteurs de croissance de CD (GM-CSF, G-CSF et Flt-3) (Vasu et coll. 2003, 
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Chilton et coll. 2004, Kared et coll. 2005), permettent la génération de quantités de 
CD beaucoup plus importantes que ce que nous avons observé, ces traitements sont 
toujours associés à une splénomégalie. Cette observation peut s'expliquer par le fait 
que lors de ces études les auteurs ont traité les souris avec de grandes quantités de 
facteurs de croissance pour un court laps de temps. Dans notre protocole, nous avons 
favorisé un traitement à faible dose de GM-CSF sur une longue période, ce qui peut 
expliquer l'absence de splénomégalie chez nos souris traitées au GM-CSF. 
Nous avons analysé le phénotype des CD retrouvées chez les souris traitées au 
GM-CSF afin d'identifier la population de CD qui peut être impliquée dans la 
protection contre le DTl (Fig. 8). De façon intéressante, il n'y a pas de différences 
dans le pourcentage des populations de CD myéloïdes CD 11c+CD11 b +!- et 
CDl lc+CD8a+1-. Il a été démontré que les CD CD1 lc+CD8a+CD1 lb- induisent une 
réponse de type Thl et que les CD CDl lc +CD8a-CD1 lb+ favorisent l'induction d'une 
réponse Th2 in vivo (Maldonado-L6pez et coll. 2001). En accord avec les résultats de 
Maldonado-L6pez et coll., nous avons observé que le traitement au GM-CSF induit 
une réponse Th2 (augmentation de la production d'IL-10 et d'IL-4 chez les 
lymphocytes T CD4+). Cette réponse immune de type Th2 peut être le résultat d'une 
augmentation du nombre absolu de la population de CD CDllc+CD8a-CDllb+ 
puisqu'il y a plus de CD chez les souris traitées au GM-CSF. La seule différence 
remarquée chez les souris traitées au GM-CSF est une augmentation de la population 
de CD exprimant CDllchighCD45rb10w. Justement, Lutz et coll. (2000) ont décrit une 
population similaire de CD exprimant fortement le CD 11 c. Ces CD CD 11 chigh 
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permettent d'induire la tolérance dans un modèle expérimental de greffe chez la souris. 
Donc, il est possible que dans notre modèle ce soit cette population de CD 
CDl lchighCD45rb10w qui permet l'induction de la tolérance, sans pour autant exclure la 
participation d'autres populations de CD tolérogènes. Fait à noter, nous ne savons pas 
si notre traitement induit les populations de CD tolérogènes de type plasmacytoïde 
(CDllc10wB220+) (Kared et coll. 2005). Dans notre étude, l'ensemble des analyses 
réalisées sur les CD ont été faite sur les CD purifiées de la rate. Nous n'avons pas 
caractérisé le phénotype des CD résidentes au niveau des ganglions pancréatiques. Il 
n'est pas exclu que l'on retrouve également des CD immatures et/ou tolérogènes en 
plus grandes quantités dans ces ganglions ce qui empêcheraient l'activation des 
lymphocytes T diabétogènes (Amrani et coll. 2003). Des travaux futurs nous 
permettrons de mieux caractériser les CD induites par le traitement au GM-CSF. 
Il est bien établi que le degré de maturation des CD joue un rôle essentiel dans 
l'induction de la tolérance périphérique in vivo en provoquant !'anergie des 
lymphocytes Tou l'expansion des lymphocytes Trég CD4+CD25+ (Lutz et coll. 2002, 
Kleindienst et coll. 2005). Des analyses par F ACS indiquent que les CD isolées des 
souris traitées au GM-CSF demeurent dans un état immature ou semi-mature, 
comparativement au CD des souris témoins (Fig. 9). En effet, l'expression des 
marqueurs de costimulation (CD80, CD86) et de CD40 reste faible même après 
stimulation au LPS, seulement chez les souris traitées au GM-CSF. De plus, ces 
CDimm résistantes à la maturation ont une faible capacité de stimulation de la 
prolifération du clone T 8.3-CD8+ hautement diabétogène ex vivo, sans toutefois 
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inhiber la production d'IFNy (Fig. 11). Fait intéressant, il a été montré chez la souris 
NOD, comparativement aux souris résistantes au DTl (NOR), que les CD ont une 
expression anormalement élevée de molécules de costimulation et que cette expression 
est plus élévée lors de la stimulation des lymphocytes T (Steptoe et coll. 2002). Par 
conséquent, nos résultats suggèrent que l'administration de faible doses de GM-CSF 
aux souris NOD favorise le développement d'une population de CDimm (possiblement 
CDllchigh CD45RB10w) résistante à la maturation similaire à celle qui a été décrite in 
vitro (Lutz et coll. 2000). 
De plus, le traitement au GM-CSF favorise, chez les lymphocytes T CD4+, des 
changements phénotypiques importants chez les souris traitées au GM-CSF par 
rapport aux souris témoins, sans toutefois changer le ratio des lymphocytes T 
CD4+/CD8+ (Fig.12 et Fig. 13). De fait, les résultats obtenus avec les lymphocytes T 
CD4+ totaux purifiés indiquent que le traitement au GM-CSF favorise une réponse 
immune de type Th2, caractérisée par une forte production d'IL-10 et d'IL-4 sans 
différence significative dans la production d'IFNy et d'IL-2 (Fig. 13). Dans ce 
contexte, il a été rapporté que le traitement au GM-CSF permet une réponse de type 
Th2 via les CD chez les souris Balb/c (Daro et coll. 2000, Daro et coll. 2002, Vasu et 
coll. 2003). 
Même si les mécanismes par lesquels les CD permettent l'induction de la 
tolérance au DTl lors du traitement au GM-CSF ne sont pas complètement résolus, 
nous observons aussi une augmentation significative du pourcentage de lymphocytes 
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Trég CD4+CD25+ chez les souris traitées au GM-CSF de 32 semaines (Fig. 14). Cette 
augmentation est beaucoup plus importante au niveau de la rate et des ganglions 
pancréatiques que dans les ganglions mésentériques. La présence accrue des Trég 
CD4+CD25+ à un endroit propice pour supprimer l'activation des lymphocytes T 
diabétogènes, les ganglions drainant le pancréas, suggère leur implication dans la 
protection contre le DTl chez les souris traitées au GM-CSF. Il est connu que les 
lymphocytes Trég produisent de grandes quantités d'IL-10 et d'IL-4 (Cottrez et coll. 
2004). L'isolement des populations CD4+CD25+ et CD4+CD2S- et leur stimulation ex 
vivo avec une combinaison d'un anticorps anti-CD3 et d'IL-2 nous a permis de 
constater que la production d'IL-10 et d'IL-4 chez les souris traitées au GM-CSF n'est 
pas due aux lymphocytes T CD4+CD25+, mais aux lymphocytes T CD4+CD2S- (Fig. 
15). Cette production, se fait de façon spontanée chez les lymphocytes T CD4+CD2S-
fraîchement isolés des souris traitées au GM-CSF sans stimulation ex vivo, ce qui 
signifie que les cellules sont déjà en état d'activation in vivo. Dans ce cas, le GM-CSF 
induit peut une population de lymphocytes T suppresseurs (Trl) via les CDimm. Ce 
phénomène a déjà été décrit par Groux et coll. (2004). Cependant, nous n'avons pas 
encore établi de façon définitive si la production élevée d'IL-10 et d'IL-4 par ces 
lymphocytes T CD4+CD25- peut être directement responsable de la protection contre 
le DTl. Nous sommes présentement en train de traiter des souris NOD.ILI 0-1- et 
NOD.IL-4_1_ avec le GM-CSF afin de déterminer la contribution de ces deux cytokines 
dans notre modèle. Il est possible aussi que la protection contre le DTl induite par le 
GM-CSF s'effectue par le biais des lymphocytes T CD4+CD25+ (Dieckmann et coll. 
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2002). Fait intéressant, ces lymphocytes peuvent être induits par les CDimm et l'IL-10 
produite par les T CD4+CD2Y (Gad et coll. 2004, Amrani et coll. 2003). 
Afin de déterminer la contribution des T CD4+CD25+ à la protection contre le 
DTl nous avons effectué des expériences de suppression d'un clone T CD8+ 
diabétogène. Ces expériences ont révélé une inhibition de l'activation et de la 
prolifération du clone T 8.3-CD8+ par les lymphocytes T CD4+CD25+ provenant de la 
rate des souris traitées au GM-CSF et témoins (Fig. 16). En effet, l'ajout des 
lymphocytes T CD4+CD25+, à la co-culture des T 8.3-CD8+ et des CPA (pulsées avec 
le NRP-A 7), diminue de façon importante la prolifération et la production d'IFNy et 
d'IL-2 du clone T 8.3-CD8+. Ces résultats suggèrent que si la protection au DTl 
induite par le traitement au GM-CSF est contrôlée par les lymphocytes Trég, c'est 
grâce à une augmentation de leur nombre. Nous n'avons pas déterminé dans notre 
modèle les mécanismes moléculaires d'interaction utilisés par les lymphocytes T 
CD4+CD25+ qui leur permet d'induire la suppression de l'activation du clone T 8.3-
CD8+, cependant les résultats obtenus suggèrent que les T CD4+CD25+ provenant des 
souris traitées au GM-CSF conservent la même fonctionnalité que ceux provenant des 
souris témoins. Finalement, dans les deux groupes, les lymphocytes T CD4+CD25- ne 
sont pas capables de supprimer l'activation du clone T 8.3-CD8+ diabétogène in vitro 
(Fig. 16.) Il est donc possible que le rôle des cellules T CD4+CD2Y dans la protection 
contre le DTl, chez les souris traitées au GM-CSF, soit d'empêcher la maturation des 
CD et de favoriser l'expansion des lymphocytes Trég CD4+CD25+ par leur production 
élevée d'IL-10. 
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Chez les souris NOD traitées au GM-CSF nous avons observé une diminution 
du degré d'inflammation des îlots (Fig. 5). Cette diminution de l'insulite peut être 
causée par une inhibition de la différentiation des lymphocytes T autoréactifs naïfs en 
cellules effectrices au niveau des ganglions pancréatiques par les CDimm ou les 
lymphocytes Trég CD4+CD25+. Il est possible que les lymphocytes T naïfs, 
n'expriment pas le récepteur CXCR3, ce qui empêche leur migration dans les îlots du 
pancréas via le récepteur CXCLl 0 qui est exprimé sur les cellules ~ (Frigerio et al. 
2002, Sarween et al. 2004). Une autre possibilité peut venir du fait que les populations 
cellulaires infiltrantes en périphérie de l'îlot chez les souris traitées au GM-CSF sont 
de nature tolérogènes et qu'elles empêchent l'inflammation via la sécrétion de 
cytokines immunosupressives tel que l'IL-10, l'IL-4 et le TGF~. Des marquages 
immunohistochimiques spécifiques aux CD, macrophages et lymphocytes nous 
indiqueront quelles populations cellulaires sont présentes en périphérie des îlots chez 
les souris traitées au GM-CSF par rapport aux cellules infiltrantes chez souris traitées 
au PBS. 
Finalement, l'absence des CD lors du transfert des splénocytes totaux ne 
permet pas une protection contre le DTl chez les souris NOD.SCID (Fig. 17). Le 
retard observé dans l'apparition du DTl lors de ces transferts est probablement dû à la 
présence plus élevée des Trég chez les splénocytes des souris NOD traitées au GM-
CSF. L'injection i.p. d'un anticorps anti-CD25 pour éliminer les lymphocytes Trég 
avant le transfert des splénocytes ne contenant pas les CD nous permettra de répondre 
à cette question. 
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7. Conclusion 
Nos résultats indiquent clairement que le traitement de souris NOD pré-
diabétiques avec le GM-CSF protège contre le DTl. Cette protection est associée à 
une diminution de l'inflammation des îlots. Nos résultats suggèrent que la résistance 
au DTl induite par le GM-CSF est causée par l'expansion de cellules dendritiques 
immatures résistantes à la maturation au LPS ayant un faible potentiel de stimulation 
et/ou par l'augmentation de la quantité de lymphocytes Trég chez les souris NOD 
traitées au GM-CSF. Les mécanismes moléculaires d'inhibition de l'activation des 
lymphocytes T dans notre modèle ne sont pas encore tout à faits compris et ils sont 
présentement en cours d'investigation. Dans le but de confirmer le rôle physiologique 
du GM-CSF dans la protection contre le DTl, il serait intéressant de faire des études 
avec des souris NOD.GM-CSF-1- ou des souris transgéniques exprimant le GM-CSF 
de façon <<tissu spécifique» au niveau des CD. Ces expériences nous permettraient de 
mieux comprendre le rôle du GM-CSF dans l'induction de la tolérance des 
lymphocytes T diabétogènes. La figure 18 résume le mode d'action du GM-CSF dans 
la protection contre le DTl chez la souris NOD, suite aux travaux effectués dans le 
cadre de ce mémoire. 
L'objectif final de la recherche effectuée sur le DTl est de trouver un 
traitement permanent de la maladie. Il appert que la modulation in vivo du système 
immunitaire par le GM-CSF chez les souris NOD protège contre le DTl de manière 
efficace. Il serait peut être envisageable d'utiliser le GM-CSF comme 
immunorégulateur afin d'empêcher l'activation du système immunitaire chez l'homme 
et ainsi protéger les individus à risque (ceux qui ont les allèles de susceptibilité) contre 
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le développement du DTl. D'ailleurs récemment, le GM-CSF a été utilisé 
efficacement dans le traitement de la colite autoimmune chez l'homme (Wang et coll. 
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Développement du DTl Protection contre le DTl 
Figure 18. Résumé du rôle du GM-CSF dans la protection contre le DTl chez la souris 
NOD. A) Chez les souris NOD traitées au PBS, les CD immatures se différencient en 
CD matures, après la capture des autoantigènes, lors de leur migration dans les 
ganglions lymphatiques. Les CD matures activent les lymphocytes T autoréactifs et 
induisent une réponse de type Thl. Ces lymphocytes migrent dans les îlots du 
pancréas et initient la destruction des cellules ~· B) Chez les souris NOD traitées au 
GM-CSF, il y a une augmentation du pourcentage de CD dans les organes lymphoïdes. 
Ces CD ont un phénotype immature. Elles activent faiblement les lymphocytes T 
autoréactifs, et favorisent probablement l'expansion des lymphocytes T régulateurs. 
Les expériences de transfert chez les souris NOD.SCID confirment qu'elles sont 
essentielles à la protection contre le DTl induite par le GM-CSF. Les lymphocytes T 
CD4+ contribuent probablement à cette protection, en inhibant directement l'activation 
des lymphocytes T autoréactifs (CD4+CD25+) ou par leur grande production de 
cytokines immunorégulatrices telles que l'IL-10 et l'IL-4 (CD4+CD25} 
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